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很多。sRNAs 能通过 RNA 结构变化、与蛋白质结合、与其它 RNAs 碱基配对、
与 DNA 相互作用等机制参与多方面的生物学过程，包括转录、翻译、mRNA
的稳定以及 DNA 的维持和沉默等。目前相关的研究主要集中在模式生物大肠
杆菌（E. coli）中，并且已经确定的 sRNAs 数目达到约 80 个。近几年，人们利
用生物信息学和实验手段，在基因组水平大规模的寻找 sRNAs。这是一项工作
量十分巨大、并有广阔应用前景的基础研究工作。 





    本研究利用 Experimental RNomics 方法，以豌豆根瘤菌 Rhizobium 
leguminosarum biovar viciae 248 菌株系为材料，提取根瘤菌三个不同生长时期
的总 RNA，GT 法建立其 cDNA 文库。通过大量实验，我们共获得 821 条有效
序列，利用生物软件数据处理后，共获得 418 个 contigs。其中约有 55 个 contigs
序列小于 13 bp 或代表常规 RNAs（tRNAs 和 rRNAs）。剩余的 363 个非常规
RNA contigs 经 nucleotide BLAST 操作在 Rhizobium leguminosarum biovar viciae 
strain 3841 全基因组上定位。由此建立的 sRNAs 文库包括 7 类 contigs： 
首先是与所有根瘤菌无匹配序列的“No significant similarity was found”
contigs，共有 83 个（占所有 contigs 的 22.9%）。其中一部分序列长度小于 20 bp。
推测这类 contigs 的存在主要是 248 和 3841 的基因组特别是共生大质粒的差别
造成的。 
其次是三类最有可能包含新的 sRNAs 的 contigs，即“Intergenic regions”
contigs（69 个，19.0%）、“Antisense within gene”contigs（25 个，6.9%）以及
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最后是三类代表已知基因 ORF 的部分片段的 contigs，包括“Entire mRNA 
or mRNA middle part”contigs（95 个，26.2%）、“N-terminal part of mRNA”contigs
（30 个，8.3%）和“C- terminal part of mRNA”contigs（27 个，7.5%）。其中










































Small RNAs (sRNAs) in prokaryotes seem to be far more abundant than previously 
believed. By a variety of mechanisms, including changes in RNA conformation, 
protein binding, base pairing with other RNAs, and interactions with DNA, sRNAs 
can be involved in multiple biological processes, such as transcription, translation, 
mRNA stability, and DNA maintenance or silencing. The number of sRNAs 
confirmed in E. coli through various approaches is about 80, with several hundred 
more sRNAs candidate genes under biological validation. With the concept of 
RNomics, to search new sRNAs candidates in model organisms, both 
bioinformatical and experimental methods are involved. The corresponding projects 
are labor-cosuming, yet of great importance in future application.  
Symbiotic association between leguminous plants and rhizobia bacteria is of great 
importance in agriculture. To further investigate their molecular mechanism, 
genomic screens in search of microRNAs have been performed in different 
leguminous plants. In rhizobia bacteria, search of novel sRNAs, mainly in intergenic 
regions on the basis of informatical screen, has also begun. 
By using the Experimental RNomics method, we have built a sRNAs library of 
Rhizobium leguminosarum biovar viciae strain 248. We had extracted the total RNA 
from 248 cells in three different phases, and harvested about 18,000 clones within 
the cDNA library. After the following screen work and data analysis, we had 
obtained a final set of 363 contigs. According to their location within genes or in the 
intergenic regions in Rhizobium leguminosarum biovar viciae strain 3841, the 
contigs had been separated into seven classes:  
The most strange class is the “No significant similarity was found” one, which has 
83 members that represent the contigs that have no match in all rhizobia bacteria 
genome, although some of them were included mainly because of their short length 
that resulted in no credible matches.  
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candidates, according to previous research results, were 69 “Intergenic regions” 
contigs, 25 “Antisense within gene” contigs and 34 “overlapping reading frames , or 
overlap of mRNA with intergenic region” contigs. 
Finally, we got three classes of contigs representing the open reading frame (ORF) 
of known genes: “Entire mRNA or mRNA middle part” contigs (95), “N-terminal 
part of mRNA” contigs (30) and “C- terminal part of mRNA” contigs (27). These 
three classes are quite possibly fragements processed from the mRNAs of genes. 
And the numbers of contigs exhibited an obvious bias towards the “Entire mRNA or 





































1.1 非编码核糖核酸（non-coding RNA，ncRNA） 
核糖核酸按其最终行使功能的分子形式可以被划分为蛋白质编码 RNA
（protein-coding RNA）和非编码 RNA（non-protein-coding RNA 或者 non-coding 
RNA, 简称为 ncRNA）两大类[1]。编码 RNA 的主要功能是作为蛋白质生物合
成的模板，仅 mRNA 一种，并且严格意义上只包含 mRNA 的编码区，即其 5’
非编码区和 3’非编码区均不属于编码 RNA。非编码 RNA（ncRNA）为不编码
蛋白质，以 RNA 形式发挥作用的一类分子。转录非编码 RNA 的 DNA 序列叫
RNA 基因或非编码 RNA 基因。过去 ncRNA 被认为只是 RNA 的一些降解产物，
直到 1997 年，Nucleic Acids Research 杂志才公布第一个 ncRNA 的数据库[2]。




1.1.1 ncRNA 的概念 
目前关于 ncRNA 的概念有 3 种说法[1]：1，除了成熟 mRNA 的编码区外，
其他的 RNA 及 RNA 片断，即 mRNA 的 5’和 3’非编码区及 mRNA 前体在加工
过程中被除去的内含子，均属于 ncRNA。2，成熟 mRNA 外的所有 RNA。该
观点是以完整的分子为单位分类的，现为大多数人所接受。3，除高丰度 RNA
（大量存在的功能 RNA：mRNA、tRNA、rRNA）以外的低丰度 RNA；该观点
是基于分离纯化 ncRNA 与高丰度 RNA 的实验方法不同提出的。 
1.1.2 ncRNA 的分类 
ncRNA 按表达模式可分为持家 RNA（house keeping RNA）和调控 RNA
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生命过程中长期恒定表达，是生命体维持基本生命所必需的。包括参与蛋白质
合成的 rRNA, tRNA，作为剪接体组成分，参与 mRNA 前体剪接反应的核小分
子 RNA（ small nuclear RNA），参与真核生物 tRNA 前体 5’端成熟的
RNase-P-RNA，参与 RNA 编辑修饰的 gRNA，原核生物中普遍存在的既可以像
tRNA 那样接受氨基酸，又可以作为蛋白质合成模板的 tmRNA，原核生物中参
与 tRNA 前体 5’端成熟的 MRP RNA，印迹 RNA（imprinting RNA）等。调控
RNA 的转录有时空特异性，常常是短暂表达。不同的调控 RNA 在不同的发育
分化阶段、不同性别、不同组织和细胞系、不同生理病例状态转录，因而具有
广泛的生物功能。调控 RNA 和持家 RNA 的界限有时候并不很明确。例如 hsrω
（heat shock RNA ω）的主要功能是应激响应，但其基础表达是生物蛋白合成系
统是否正常的检测者，故而该调控 RNA 也具有某些持家功能[4]。 
ncRNA 依据在细胞内的分布可分为四类：（1），细胞核小分子 RNA（small 
nuclear RNA, snRNA），包括剪接体 snRNA（U1, U2, U4, U5, U6）及 U7 snRNA。
前者是 mRNA 前体剪接体的必要组分，后者负责组蛋白前体 mRNA3’-末端的
形成。（2），核仁小 RNA（small nucleolar RNA, snoRNA），是最丰富的一类
ncRNA[5、6]。主要参与 rRNA 及其它 RNA 的修饰、加工、成熟等过程。（3），
细胞质小 RNA（small cytoplasmic RNA, scRNA），分布在细胞质，主要在蛋白
质合成过程起作用。（4），新近发现的 Cajal 小体（Cajal bodies, CBs）小 RNA，
是 CBs 特异性小 RNA，能与 U 族 snRNA 碱基配对，可能对 U1, U2, U4 及 U5
进行位点特异性 2’-O-核糖甲基化，并参与假脲嘧啶形成[7]。 
ncRNA 分子大小大致呈三个区段分布：其一，包括 microRNA（miRNA）
大家族和小干扰 RNA（small interference RNA, siRNA）[8]，其分子只有 20 nt
左右。它们是真核细胞基因表达的重要调控因子，是目前备受关注、研究最多
和进展最快的一类。其二，分子小于 500 nt 的 RNA，一般被称为 small RNA，
例如细菌中转录后调控 RNA（一般是 100-200 nt）和存在于人脑中的很多小分
子非信使 RNA（small non-messenger RNA）等。其三，哺乳动物中有一些调控
















1.2 真核生物中的 ncRNA 及其生物学功能 
1.2.1 ncRNA 在细胞核中的作用 
真核生物细胞核中存在多种 ncRNA（参见表 1）。 
1.2.1.1 ncRNA 对转录水平的调控 
ncRNA 调控转录大多是通过与转录因子的相互作用实现的。如人类的 7SK 
RNA 与 HEXIM1 蛋白共同作用，结合并抑制转录延伸因子 P-TEFb[9]。在神经
元分化过程中起调控作用的 smRNA（small modulatory RNA），可通过与转录因
子 NRSF/REST 的相互作用来启动神经元特异基因的表达[10]。 
最新研究认为，ncRNA 可以通过 RNA 隔离（RNA sequestration）的方式
调控核内基因表达。人类的 7SK RNA 在抑制 APOBEC3C 的脱氨基作用
（APOBEC 家族蛋白通过对 DNA 胞嘧啶的脱氨基作用参与很多生物过程）的
同时，能将 APOBEC3C 与大多数基因组序列隔离开来[11]。另外，CTN-RNA 是
一种含有次黄嘌呤核苷酸的 RNA，通常存在于细胞核中，但在细胞受外界压力





、14]。大多数印记基因簇能表达至少一个印记 ncRNA，暗示这些 RNA 具有




制 X 染色体连锁基因的表达），该机制均与 ncRNA 导致染色质结构变化有关。
在果蝇中，由 5 个蛋白构成的 MSL (male-specific lethal) 剂量补偿体与两个功
能性冗余 RNA roX（RNA on X）共同与雄果蝇 X 染色体结合并上调相关基因
的表达[17]。在哺乳动物中，控制区域 Xic（X-inactivation center）产生的 Xist RNA
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